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本研究の背景と目的	 
	 
	 生物界では宿主と寄生者という相互関係が形成され
る場合があり，両者間において競うように遺伝的変異
が引き起こされる宿主・寄生者の共進化プロセスは，
双方のゲノムに劇的な変化がもたらされると考えられ
ている。このような共進化は栽培植物とその病原体と
の関係においても例外ではない。	 
	 イネ	 (Oryza	 sativa)	 とイネに重要病害を引き起こ
すイネいもち病菌	 (Pyricularia	 oryzae)	 の関係は植
物病理学の分野においてその一例として知られている。
イネ品種によって病原性が異なるレースが他の植物病
原菌と比較して数多く存在することは，これまでにイ
ネいもち病菌の遺伝的変異が繰り返されてきたことを
示している。これは稲作の安定化のために，いもち病
抵抗性品種の作出と導入が盛んにおこなわれてきたの
に呼応して，イネいもち病菌が急速に対抗適応し，自
らのゲノムを変化させることで，抵抗性の打破	 (抵抗
性の崩壊)	 を引き起こしてきたことを物語っている。
また，防除手段として広く用いられてきた化学農薬に
対する耐性菌の出現も同様であり，イネいもち病菌は
病害防除の観点からみても極めて制御が難しい病原菌
である。自然界で繰り広げられてきた宿主と植物病原
菌の共進化の観点から，本病原菌の変異特性は，まさ
に多様性の原動力である。その類希なる変異特性によ
り，人類が新しい農業技術を開発して高度に駆使する
歴史の中で，それらの選択圧を乗り越えるために驚異
的なスピードで独自の進化を遂げてきたといえる。	 
	 イネいもち病菌のイネへの感染の可否は非病原性遺
伝子産物をイネが保有する抵抗性遺伝子産物によって
認識されるか否かによって決定される	 (遺伝子対遺伝
子説)。従って，イネいもち病菌が保有する非病原性遺
伝子に変異が生じれば，宿主は病原菌を認識できなく
なり，抵抗性品種に対して新たな病原性を獲得するこ	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
とになる。これまでの研究から，イネいもち病菌の病
原性変異機構として，非病原性遺伝子へのトランスポ
ゾンの挿入や欠失，点変異等による機能消失が報告さ
れている。しかしながら，野外圃場から分離されたイ
ネいもち病菌においては非病原性遺伝子の欠失や転座，
重複に加えて，染色体多型や過剰染色体の形成等の他
の生物では例が少ないゲノム多様性が確認されており，
イネいもち病菌のゲノム多様性は単に非病原性遺伝子
に変異が生じるという単純な機構に留まらず，染色体
レベルでの多様性を誘発する特性を生物的に保持して
いることが推測される。このようなゲノム多様性の一
要因として，無性的な繁殖過程において生じる相同組
換え	 (体細胞相同組換え)	 の関与が示唆されているが，
イネいもち病菌を含む糸状菌において体細胞相同組換
えに関する知見は乏しく，未だ明確な結論を得るには
至っていない。本研究ではイネいもち病菌においてマ
ーカー遺伝子を用いた体細胞相同組換え検出・選抜系
の構築をおこなうと共に，	 DNA二本鎖切断による体細
胞相同組換え修復について解析した。	 
	 
各章の要約	 
	 
	 第一章では，イネいもち病菌の体細胞相同組換えを
簡易的かつ非破壊的に検出および選抜するためのマー
カー遺伝子系の構築と，それらを用いたイネいもち病
菌の体細胞相同組換え特性について明らかにした。ま
ず，EYFP遺伝子と抗生物質であるブラストサイジンS
耐性遺伝子	 (BSD)	 を融合したYFP::BSD遺伝子を作製
し，それをもとに2種の非機能型遺伝子からなるマーカ
ー系	 (TG-YFP::BSD	 および	 RS-YFP::BSD)	 の構築をお
こなった。これら2種の非機能型マーカー遺伝子間にお
いて相同組換えが生じた場合，機能型YFP::BSD遺伝子
が形成されてYFP蛍光とブラストサイジンS耐性を示す
ように設計した。各マーカー遺伝子をイネいもち病菌
ゲノムに共導入した系統を培養し，YFP蛍光による相同
組換え細胞の検出およびブラストサイジンSによる相
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同組換え細胞の特異的な選抜に成功した。イネいもち
病菌の体細胞相同組換えは無性的な繁殖過程において
もある一定の頻度で生じており，その頻度は一次代謝
阻害薬剤やゲノム損傷薬剤，活性酸素産生薬剤の処理
によって有意に上昇することが示された。この実験か
ら，イネいもち病菌の体細胞相同組換えはストレス環
境下におけるゲノム応答機構として機能していること，
DNA二本鎖切断の修復機構として機能していること，感
染過程において必然的に生じていることが明らかとな
った。	 
	 続いて，体細胞相同組換えが非病原性遺伝子やその
近傍においても同様に生じていることを検証するため
に，非病原性遺伝子の一つであるAvr-Pitaをイネいも
ち病菌ゲノムからクローニングし，活性部位に変異を
導入することで非機能型ホモログを構築した。内生の
Avr-Pitaと非機能型ホモログとの間で相同組換えが生
じた場合，PCR-RFLPによる組換え配列の検出と抵抗性
品種	 (ヤシロモチ)	 に対する新たな病原性が獲得され
る。実際に非機能型ホモログを導入したいもち病菌系
統においては，Avr-Pitaとホモログとの間で相同組換
えが生じたことを示すPCR-RFLP断片とヤシロモチへの
病原性獲得が確認された。また，その頻度はストレス
薬剤処理によって向上したことから，イネいもち病菌
の体細胞相同組換えは非病原性遺伝子近傍においても
同様に生じることが明らかとなり，病原性変異に関与
することが考えられた。	 
	 
	 第二章では，マーカー遺伝子への人為的なDNA二本鎖
切断を18塩基認識の制限酵素遺伝子I-SceIによって導
入し，その修復機構について解析を試みた。配列特異
的なDNA二本鎖切断を導入するための標的遺伝子とし
て，YFP::BSD遺伝子内にI-SceIの認識配列を挿入した
ISTG-YFP::BSDを構築し，RS-YFP::BSDと共にイネいも
ち病菌ゲノムに導入した系統を作出した。DNA二本鎖切
断の導入にはイネいもち病菌のコドン使用頻度に最適
化したI-SceI遺伝子を用いた。I-SceIの発現によりマ
ーカー遺伝子特異的に導入されたDNA二本鎖切断が，
RS-YFP::BSD遺伝子を鋳型とした相同組換えによって
修復された場合，各系統の細胞はYFP蛍光とブラストサ
イジンSへの耐性を示すことが期待される。マーカー遺
伝子を有する各系統ゲノムへのI-SceI遺伝子の導入に
より，全体の約40%を占める細胞においてYFP蛍光およ
びブラストサイジンSへの耐性が確認された。また，
ISTG-YFP::BSDのみを導入した系統に対して，
RS-YFP::BSDおよびI-SceI遺伝子を外来DNAとして供給
した際にも高い相同組換え活性を得ることができた。
これらの結果は他の生物と同様に体細胞相同組換えが
DNA二本鎖切断の修復機構として働くことを示してい
るのと同時に，類似配列DNAを鋳型としたエクトピック
な相同組換えが他の高等動植物よりも高い頻度で生じ
ることを意味している。また，本マーカー系を用いる
ことによりイネいもち病菌の体細胞相同組換えは数百
bp程度の短い相同配列の存在によっても生じることが
明らかとなり，その様式は非交叉型のジーンコンバー
ジョンに依存していることが示された。このことから，
イネいもち病菌は非常に高い変異特性を有しており，
ゲノムに散在する反復配列やトランスポゾン因子が相
同組換え修復の鋳型となることで広く染色体レベルで
の多様性が生じていることが示唆された。一方，この
ような可逆的なゲノム特性から，標的遺伝子への人為
的なDNA二本鎖切断の導入が新たなゲノム編集技術と
して応用可能であることを見出した。	 
	 第三章では，第一章および第二章の結果を鑑みて，
任意の遺伝子配列特異的にDNA二本鎖切断を導入する
ことが可能な人工ヌクレアーゼの構築をおこない，配
列特異的DNA切断が体細胞相同組換え頻度に与える影
響を明らかにした。近年，多くの生物において成功例
が報告されているtranscription	 activator-like	 
effector	 nuclease	 (TALEN)	 の全DNA結合ユニットと
FokI	 DNA切断活性領域をイネいもち病菌のコドン使用
頻度に最適化し，糸状菌用TALEN作製キットとして構築
した。作製したTALENの標的遺伝子特異的なDNA二本鎖
切断活性を確認するために，YFP::BSD遺伝子内にヌク
レアーゼの認識配列を挿入したTG-YFSCEEBT::BSDを構
築した。TG-YFSCEEBT::BSDをゲノムに導入した系統に
対して，認識配列特異的に結合・切断するように設計
したTALENと相同配列であるRS-YFP::BSDを共導入した。
TALENとの共導入により非常に高い相同組換え活性が
得られたことから，構築したTALENが十分なDNA結合能
とヌクレアーゼ活性を有していることを示した。続い
て，内生の遺伝子配列を標的としたTALENのヌクレアー
ゼ活性を調査するために，イネいもち病菌のメラニン
生合成過程を担うScytalone	 deydratase	 (SDH)	 遺伝子
を標的としたTALENの構築をおこなった。加えて，SDH
配列を含むそれぞれ約1200	 bpの相同配列を組み込ん
だ破壊ベクターを構築し，TALENと共に導入することで，
遺伝子破壊効率による活性を評価した。得られた複数
のSDH破壊株においてはメラニン合成の阻害を示す菌
糸の白色化が認められ，破壊株の作出効率はほぼ100%
にまで上昇した。また，標的遺伝子以外の領域にベク
ター配列が挿入された痕跡はなく，通常の遺伝子ター
ゲッティング効率が3-7%であることを加味すると，標
的遺伝子配列への特異的なDNA二本鎖切断の導入は新
たな遺伝子ターゲッティング技術として非常に有用で
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あることが示された。今回構築した糸状菌用TALENでは，
他の人工ヌクレアーゼにおいて問題となっている細胞
毒性や作製効率の低下がみられなかったことから，標
的遺伝子への効率的なDNA二本鎖切断導入ツールとし
て有用であることを示した。	 
	 
	 以上より，イネいもち病菌の体細胞相同組換えに関
する基礎的知見を得て，遺伝的多様性を担うゲノム再
編機構への関与を見出だした。また，イネいもち病菌
が有する変異特性は次世代のゲノム編集技術開発に有
用であることを示した。本研究によって得られた知見
および技術が，イネいもち病菌の新たな防除技術およ
び遺伝子工学技術の発展に資することを期待する。	 
	 
 
